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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrrfft Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle. 
Sie betrifft ferner ein Medikament und eine Verwendung doppelstrangiger Oligoribonukleotide. 

5 [0002] Ein solches Verfahren ist aus der nachveroffentlichten WO 99/3261 9 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt 
auf die Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. Dazu ist es erforderlich, da3 das dop- 
pelstrangige Oligoribonukleotid eine zum Zielgen Identische Sequenz mit einer Lange von mindestens 50 Basen auf- 
weist. Zur Erzielung einer efflzienten Hemnnung ist eine Lange der identischen Sequenz von 300 bis 1 000 Basenpaare 
erforderlich. Der Herstellungsaufwand eines solchen Ollgoribonukleotids ist hoch. 

10 [0003] Die DE 1 96 31 91 9 C2 beschreibt eine Antl-Sinn-RNA mit besonderen Sekunddrstrukturen, wobei die Anti- 
Sinn-RNA in Fomn eines sie kodierenden Vektors vorliegt. Bei der Anti-Slnn-RNA handelt es sich um ein RNA-Molekui, 
das komplementar 2U Bereichen der mRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirkt. Diese Hemmung kann Insbesondere zur Diagnose und/oderTherapie von Erkrankungen, z.B. Tumorer- 
krankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. - Die Anti-Sinn-RNA muB nachteiligenfl^eise in einer Menge 

15 in die Zelie eingebracht werden, die mindestens genauso groB wie die iVIenge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der 
bekannten Anti-Sinn-Verfahren ist nicht besonders hoch. 

[0004] Aus der US 5,712,257 ist ein IVledikament bekannt, das fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und 
biologisch aktive fehlgepaarte Bruchstiicke von dsRNA in Form eines ternaren Komplexes mit einem oberflachenak- 
tiven Mittel enthSlt. Die dabei venA/endete dsRNA besteht aus synthetisch hergesteilten Nukleinsaureeinzelstrangen 

20 ohne definierte Basensequenz. Die Einzelstrange gehen nicht-regulare, sogenannte "Nicht-Watson-Crick"-8asenpaa- 
rungen miteinanderein, so daB fehlgepaarte Doppelstrange geb i I det werden. Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung 
der Vemnehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermehrung des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht-sequenzspe- 
zlfische dsRNA in die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer Induktlon von Interferon, wodurch die Virus- 
vermehrung gehemmt werden soil. Der hemmende Effekt bzw. die Wirksamkeit dieses Verfahrens ist gering. 

25 [0005] Aus Fire, A. et.al, NATURE, Vol. 391 , pp. 806 ist es bekannt, daB dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise 
komplementar zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression dieses Gens mit einer hohen 
Wirksamkeit hemmt. Es wird die Auffassung vertreten, daB die besondere Wirksamkeit der verwendeten dsRNA in 
Zellen des Fadenwumns nicht auf dem Anti-Sin n-Prinzip bemht, eondem mdgilcherwelse auf katalytische Eigenechaf- 
ten der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zurOckzufOhren Ist. - Uber die Wirksamkeit spezlflscher dsRNA in 

30 bezug auf die Hemmung derGenexpression, insbesondere in Sdugerzellen und humanen Zellen, ist In diesem Artikel 
nichts ausgesagt. 

[00O6] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitlgen. Es soli 
insbesondere ein moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. eine moglichst effiziente Verwendung zur Herstel- 
lung eines Medikaments angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame Hemmung der Expression eines 
35 vorgegebenen Zielgens bewirkbar ist. 

[0007] Die Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen ergeben sich 
aus den Anspriichen 2 bis 32. 

[00O8] ErfindungsgemaB ist zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle vorgesehen, 
ein 15 bis 49 Basenpaare aufweisendes Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle einzu- 
40 fuhren, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren hochstens 49 
aufelnanderfolgende Nukleotldpaare aulweisenden Berelch I aufwelst und ein Innerhalb der doppelstrSnglgen Struktur 
komplementarer Berelch II aus zwel separaten RNA-Elnzelstrangen gebildet wird, Das Oligoribonukleotid welst zu- 
mindest abschnittsweise eine definierte Nukleotidsequenz auf. Der definierte Abschnitt kann auf den komplementaren 
Berelch I beschrankt sein. Es kann aber auch sein, daB das doppelstrangige Oligoribonukleotid insgesamt eine defi- 
nierte Nukleotidsequenz aufwelst. Die dsRNA kann larger als der zum Zielgen komplementare Berelch I sein. Der 
komplementare Berelch I kann endstandig angeordnet oder in dIedsRNA eingeschaltet sein. Eine seiche dsRNA kann 
synthetisch bzw. enzymatisch mit gangigen Verfahren hergestel It werden. 

[0009] Es hat sich Oberraschenderweise gezeigt, daB bereits bei einer Lange des komplementaren Breichs I von 
hochstens 49 Basenpaaren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens erreicht werden kann. Entspre- 

50 chende Oligoribonukleotide konnen mit geringerem Herstellungsaufwand berertgestellt werden. 

[001 0] Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleotidpaaren Induzlert in Saugerzellen und huma- 
nen Zellen bestimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhangige Proteinkinase oder das 2-5A-System. Das 
fiihrt zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA vermlttelten Interferenzeffektes. 
Dadurch wird die Proteinbiosynthese in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende 

55 Erfindung beseitigt. 

[0011] Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange in die Zelle bzw. in den Zellkem gegeniiber 
langerkettigen dsRNAs deutlich erieichtert. 

[0012] Es hat sich als vorteilhaft enfl^lesen, daB die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
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somen, vorllegt. Die dsRNA kann gleichfalls in vlrale naturliche Kapside Oder In auf chemischem Oder enzymatischem 
Weg hergestelltekOnstliche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen eingeschlossen sein. - Die vorgenannten Merk- 
male erm6gllchen efn EInschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzelien. 

[0013] Das zu hemmende Gen wird zweckmaRigenweise in eukaryontischen Zeiien exprimlert. Das Zielgen kann 
5 aus derfolgenden Gruppe ausgewahit sein: Onkogen, Cytokin-Gen, Id- Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. Es 
kann aucli In pathogenen Grganlsmen, vorzugsweise in Plasmodien, exprlmiert werden. Es kann Bestandteil eines, 
vorzugsweise humanpathogenen, Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Verfahren ermogllcht die Hersteliung 
von Mittein zur Therapie genetisch gesteuerter Krankheiten, z.B. Krebs, viraier Erkrankungen oder Morbus Alzheimer. 
[0014] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall 
10 eriaubt das erfindungsgemaBe Verfahren auch die Bereitstellung von Mittein zur Behandlung von Tier- oder Pf lanzen- 
krankheiten. 

[001 5] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist die dsRN A abschnittsweise doppelstrangig ausgeblldet. Die 
Enden derdsRNA konnen modlfiziert werden, um einem Abbau in derZelleodereinerDissoziation in die Einzeistrange 
entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
15 teniangen auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zu- 
sammenhalt des komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weiterechemische Verknup- 
fung/en erhoht werden. - Eine erfindungsgemaBe dsRNA, deren Dissoziation vermindert ist, weisteine hohereStabilitat 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

[001 6] Die chemlsche VerknQpf ung wird zweckmaBigerweise durch eine kovalente oder ionlsche Bindung, eine Was- 
20 serstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwlrkungen, vorzugsweise van-der-Waals- oder Stapelungswechselwir- 
kungen, oder durch iVIetail-ionenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders vorteilhaften Ausgestaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n des komplementaren Bereichs II hergestellt werden. 
[0017] Es hat sich welter als vorteilhaft erwiesen, daf3 die chemische Verkniipfung mittels einer oder mehrerer Ver- 
bindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propan- 
25 diol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Verkniipfung kann auch durch in den komplementaren 
Bereichen II anstelle von Purinen benutzte Purlnanaloga gebildet werden. Von Vorteil Istesferner, da3 die chemische 
Verkniipfung durch in den komplementaren Bereichen II eingefiihrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. Sie kann au- 
Berdem durch in den komplementaren Bereichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukieotidanaioga 
gebildet werden. 

30 [0018] Es hat sich als zweckmaBig enviesen, daB zur Hersteliung der chemischen VerknUpfung mindestens eine 
derfolgenden Gruppen benutzt wird: Methylenlalau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N- 
acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracll; Psoralen. Ferner kann die chemische Verkniipfung durch an den 
Enden des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die 
chemische Verkniipfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Blndungen hergestellt. 

35 [0019] Die chemische Verkniipfung kann zweckmaBigerweise durch ultraviolettes Licht induziert werden. 

[0020] Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt einer Aktivierung einer von doppelstrangiger 
RNAabhanglgen Protein kinase, PKR, in der Zelle entgegen. Vorteil hafterweise ist mindestens eine2'-Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'- 
Amino- oder eine 2'-Methylgruppe, ersetzt. Mindestens eIn Nukleotid in mindestens einem Strang des komplementaren 

40 Bereichs II kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Melhylen- 
brucke, chemisch modifizierten Zuckerring sein. Vorteilhaftenwelse sInd mehrere Nukleotide "locked nucleotides". 
[0021] Nach einer weiteren besonders vorteilhaften Ausgestaltung Ist vorgesehen, daB die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder eIn synthetisch hergestelites virales Hullprotein gebunden, 
damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus abgeleitet sein. Es kann das 

45 Hullprotein das Vlrus-Proteln 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalten. DIeVenwendung 
derartiger Hultproteine Ist z.B. aus der DE 1 96 18 797 A1 bekannt, deren Offenbarungsgehalt hiermit einbezogen wird. 
- Die vorgenannten Merkmale erieichtert wesentlich das Einfiihren der dsRNA in die Zelle. 

[0022] Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite 
zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete Konstrukt ist besonders stabll. 
so [0023] Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar sein. - Die 
Zelle kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

[0024] Es konnen mindestens zwei vonelnander verschiedene dsRNAs in die Zelle eingefuhrt werden, wobei ein 
Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu Jewells einem von mindestens zwei verschiedenen 
Zielgenen ist. Dadurch ist es moglich gleichzeitig die Expression mindestens zwei verschiedenerZielgene zu hemmen. 
55 Um die Expression einer von doppelstrangiger RNA abhangigen Protein kinase, PKR, In der Zelle zu unterdrCicken, ist 
eines der Zielgene vorteilhaftenweise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-Aktivitat in der Zelle wirksam unterdriickt 
werden. 

[0025] Nach MaBgabe der Erf indung ist ferner ein Medlkament mit mindestens einem 1 5 bis 49 Basenpaare aufwei- 
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senden Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in Saugerzellen vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zunnindest abschnittsweise 
l<onnplementaren hoclistens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Bereich I aufweist, und ein inner- 
haib der doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereicli II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildet ist. - 

5 Es liat sich uberrascliend gezeigt, daB eine solche dsRNA sicli als Medikamenl zur Hemmung der Expression eines 
vorgegebenen Gens in Saugerzellen eignet. Die Hemmung wird im Verglelcli zur Venwendung einzelstrangiger Oligo- 
ribonukleotide bereits bei Konzentrationen bewirkt, die um mindestens eine Gr6f3enordnung niedriger sind. Das erfin- 
dungsgemaBe Medikament ist hoch wirksam. Es sind geringere Nebenwirkungen zu enrt/arten. Es liat sich uberra- 
schenderweise gezeigt, da3 bereits bei einer Lange des konnplementaren Bereichs I von hdchstens 49 Basenpaaren 

10 eine effizlente Hemmung der Expression des Zielgens errelcht werden kann. Entsprechende Oligorlbonukleotide kon- 
nen mit geringerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 

[0026] Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist eine Verwendung eines 15 bis 49 Basenpaare aufweisenden Oli- 
goribonukleotids mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Hersteliung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 
pression eines vorgegebenen Zielgens in Saugerzellen vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen 

15 zumindest abschnittsweise komplementaren hochstens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Be- 
reich I aufweist und ein innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwei separaten 
RNA-Einzelstrangen gebildet ist. - Uberraschendenweise eignet sich eine solche dsRNAzur Hersteliung eines Medi- 
kaments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei einer Venwendung von dsRNA wird die Hem- 
mung im Vergleich zur Venwendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei um eine Gr63enordnung gerlngeren 

20 Konzentrationen bewirkt. Die erfindungsgemalBe Verwendung ermoglicht also die Hersteliung besonders wirksamer 
Medlkamente. 

[0027] Hinsichtlich vorteilhafter Ausgestaltungen des Medikaments und der Venvendung wird auf die Beschreibung 
der vorangegangenen Merkmale ven/viesen. 

[0028] Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausfuhrungsbelspiele der Erfindung naher eriautert. Es zelgen: 

25 

Fig. 1 die schematische Darstellung eines Plasmlds fur die in wfro-Transkription mit 17- und SP6-Polymerase. 

Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel und Ethidiumbromidfarbung, 

30 Fig. 3 eine Darstellung radioaktlver RNA-Transkripte nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel 

mit 7 M Harnstoff mittels eines "Instant Imagers" und 

Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz In murinen Fibroblasten. 

35 AusfQhrungsbeisplel 1: 

[0029] Die Inhibition derTranskription wurde durch sequenzhomologe dsRNA In einem in Wfro-Transkriptionssystem 
mit einem Kernextrakt aus humanen HeLa-Zellen nachgewiesen. Die DNA-Matrize fur diesen Versuch war das mittels 
BamHI linearisiGrte Plasmid pCMV1200. 

40 

Hersteliung der l^atrizenplasmide: 

[0030] Zur Verwendung bei der enzymatischen Synthese der dsRNA wurde das in Fig. 1 dargestellte Plasmid kon- 
struiert. Dazu wurde zunachst eine Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit der "positive control DNA" des HeLaScribe® 

^5 Nuclear Extract in WfroTranskriptionskits der Finna Promega, Madison, USA als DNA-Matrize durchgefuhrt. Einer der 
verwendeten Primer enthielt die Sequenz einer EcoRI-Schnittstelle und des T7-RNA-Poiymerase-Promotors gemaB 
Sequenzprotokoll Nr. 1 . Der andere Primer enthielt die Sequenz einer SamHI-Schnittsteile und des SPB-RNA-Polyme- 
rase- Promoters gemaB Sequenzprotokoll Nr. 2. Daruber hinaus wiesen beide Primer an ihren 3'-Enden identische 
bzw. komplementare Bereiche zur DNA-Matrize auf. Die PGR wurde mittels des "TaqPCR Core Kit^' der Fimna Qiagen, 

50 Hiiden, Deutschland nach Herstellerangaben durchgefuhrt. In einem Volumen von 100 jil wurden 1,5 mM MgCl2, je 
200 dNTP, je 0,5 |aM Primer, 2,5 U 7ag-DNA- Polymerase und etwa 100 ng "positive control DNA" als Matrize in 
PGR-Pufferelngesetzt. Nach der anfangllchen Denaturlerung der Matrlzen-DNA durch Erhitzen auf 94°CfQr5 MInuten 
erfolgte die Amplifikation In 30 Zyklen von Je 60 Sekunden Denaturierung bei 94*'C, 60 Sekunden Annealing bei S^'C 
unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer und 1,5-2 Minuten Polymerisation bei 72''C. Nach einer 

55 SchluBpolymerisation von 5 Minuten bei 72*G wurden 5 p.1 des Reaktionsansatzes durch Agarosegelelektrophorese 
analysiert. Die Lange des so amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobei 340 Basenpaare der 
"positive control DNA" entsprachen. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mit EcoRI und BamH\ hydrolysierl und nach 
erneuter Aufreinigung zur Ligation mit einem ebenfalls durch EcoRI und BamHI hydro lysierten pUGIB Vektor einge- 
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setzt. Es erfolgte Transformation von E. co// XL1 -blue. Das erhaltene Plasmid (pCMV5) tragt ein DNA-Fragment, das 
am 5'-Ende von dem T7- und am 3'-Ende von dem SP6- Promoter flankiert wird. Durch LInearisierung des Plasmlds 
mit BamH\ kann es in wYromit derT7-RNA-Polymerase zur nyrj-o^-Transkription einer340 Nukleotide langen, in Se- 
quenzprotokoll Nr. 3 dargestellten, einzelstrangigen RNA eingesetzt werden. Wird das Piasmid mit EcoH\ linearisiert, 
5 kann es zur /-t/n-o/y-Transkription mit der SP6-RNA-Poiymerase eingesetzt werden, wobei der komplementare Strang 
entstelit. Entsprechend dem zuvor dargestellten Verfahren wurde auch eine 23 Nukleotide langere RNA synthetlsiert. 
Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargesteilte DNA uber die EcoR\ und Ba/nHi-Schnittstellen mit dem pUCI 8 
Vektor ilgiert. 

[0031] Als DNA-Matrizefurdieinvitro-Transkription mit HeLa-Kemexlrakl wurde das Piasmid pCMV1200konstruiert. 
10 Dazu wurde ein 11 91 bp groBes EcoRI/BamHI-Fragment der im HeLaScribe® Nuclear Extract in Wfro Trans kriptions kit 
enthaltenen Positivkontroll-DNA mittels PGR amplifiziert. Das amplifizierte Fragment umfaBt den 828 bp groBen "un- 
mittelbar fruhen" CMV-Promotor und ein 363 bp groBes transkribierbares DNA-Fragment. Das PCR-Produkt wurde 
iiber 'T-Uberhang"-Ligation mit dem Vektor pGEM-T iigiert. Am 5'-Ende des Fragments ist eine BamHI-Schnittsteiie. 
Das Piasmid wurde durch Hydroiyse mit BamHi linearisiert und als Matrize zur run -off-Trans kription eingesetzt. 

15 

in wfro-Trans kription der komplementaren Einzelstrange: 

[0032] pCMV5-Plasmid-DNA wurde mit EcoRI bzw. SamHi linearisiert. Sie wurde als DNA-Matrize fur eine in vitro- 
Transkription der komplementaren RNA- Einzelstrange mrt SP6- bzw. T7- RNA- Polymerase venwendet. Dazu wurde 

20 das "RIboprobe in wYro Transcription" System der Fimia Promega, Madison, USA eingesetzt. Nach Herstellerangaben 
wurden 2 ng linearisierte Piasmid-DNA in 100 jil Transkriptionspuffer und 40 U T7- oder SP6-RNA-Polymerase 5 - 6 
Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 fil RNase-freier DNase RQ1 
und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit HgO auf 300 jil aufgefullt und 
durch Phenolextraktion gereinigt, Die RNA wurde durch Zugabe von 150 p,l 7 i\^ Ammoniumacatat und 1125 ^i Ethanol 

25 gefallt und bis zur Hybridislerung bei -65°C aufbewahrt. 

Hersteilung der RNA-Doppelstrange: 

[0033] Zur Hybridislerung wurden 500 \l\ der in Ethanol aufbewahrten und geffliiten einzelstrangigen RNA abzentrl- 
30 fuglert. Das resultierende Pellet wurde getrocknet und In 30 ^il PIPES-Puffer, pH 6,4 In Gegenwart von 80 % Formamid, 
400 mM NaCi und 1 mM EDTA aufgenommen. Jewells 15 \i\ der komplementaren Einzelstrange wurden zusammen- 
gegeben und fur 10 Minuten auf 85°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Ansatze bei 50°C uber Nacht inkubiert und 
auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

[0034] Bei der Hybridislerung wurden nur annahernd aqulmoiare Mengen der beiden Einzelstrange eingesetzt. Da- 

35 durch enthielten die dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontamination. Um dies© ssRNA-Konta- 
minatlonen zu entfernen, wurden die Ansatze nach der Hybridislerung mit den einzelstrangspezlflschen RIbonukieasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergiiius c?/yzae behandeit. RNase A ist eine fiir Pyrimldine spe- 
zifische Endoribonukiease. RNase T1 ist eine Endoribonuklease, die bevorzugt auf der 3'-Seite von Guanosinen 
schneidet. dsRNA ist kein Substrat fiir diese Ribonukleasen. FQr die RNase-Behandiung wurde zu den Ansfitzen In 

-w 300 Hi Tris, pH 7,4, 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1 ,2 \i\ RNaseA in einer Konzentratlon von 10 mg/mi und 2 \l\ 
RNaseTI In einer Konzentratlon von 290 jig/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1 ,5 Stunden bei 30'C Inkubiert. Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 \l\ Proteinase K in einer Konzentratlon von 20 mg/ml sowie 1 0 \i\ 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37^C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und mit 
Ethanol gefallt. Um die Vollstandigkeit des RNase-Verdaus uberprufen zu konnen, wurden zwei Kontroll ansatze mit 

45 ssRNA analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

[0035] Das getrocknete Pellet wurde in 15 jil TE-Puffer, pH 6,5 aufgenommen und auf einem 8%!gen Gel einer 
nativen Polyacrylamidgeletektrophorese unterzogen. Das Acrylamldgel wurde anschlieBend in einer Ethidiumbromld- 
iosung gefdrbt und in einem Wasserbad gespult. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemachte 
RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene sense- und die auf Spur 2 auf getragene aAif/se/ise-RNA zeigten unter den gewahlten 

so Bedingungen ein anderes Laufverhalten als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes. Die auf 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw antisense-RNA erzeugte keine sichtbare Bande. 
Dies zelgt, daB die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurclen. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisierungsansatzes ist resistent gegenuber der RNase-Behandlung. Die im nativen Gel Im Ver- 
gleich zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandernde Bande resultiert aus dsRNA, die frei von ssRNA 

55 ist. Neben der dominierenden Hauptbande treten nach der RNase-Behandlung schwachere. schneller wandernde 
Banden auf. 



5 



EP1 550 719 A1 

in WfAD-Transkriptlons-Test mit menschlichem Zellkernextrakt: 

[0036] Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in WfroTranskriptionskits der Firma Promega, Madison, 
USA wurde die Transkriptionseffizienz des oben angegebenen, im Plasmid pCMVI 200 enthaltenen, zur "positive con- 

5 trol DNA" homologen DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA (dsRNA-CMVS) bestimmt. Au- 
Berdenn wurde der EinfluB der nichtsequenzhomologen, dem "Gelbfluoreszlerenden Protein" (YFP)-Gen entsprechen- 
den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRN A war analog zur sequenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
Die Sequenz eines Stranges dieser dsRNA 1st Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Als Matrize fur die run-off-Jmn- 
skription diente das Plasmid pCMV1200. Es tragt den "unnnittelbar fruhen" Promoter des Cytomegalievirus, der von 

10 der eukaryotischen RNA-Polymerase II erkannt wird, und ein transkriblerbares DNA-Fragment. Die Transkription er- 
folgte mittels des HeLa-Kernextrakts, der alle notwendigen Proteine fur eine Transkription enthalt. Durch Zugabe von 
[a-32p]rGTP zum Transkriptionsansatz wurde radioaktiv markiertes Transkript erhalten. Das venvendete [a-32p]rGTP 
hatte eine spezifische Aktivitat von 400 Ci/mmol, 10 mCi/m!. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCl2, je 400 ixlVI rATR rCTP, 
rUTP, 16 M-M rGTP, 0,4 p.M [a-^P]rGTP und je nach Versuch 1 fmol linearisierte Plasmid-DNA und verscliiedene 

15 Mengen an dsRNA in Transkriptionspuffer eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mit H2O auf ein Volumen von 8,5 |il aufge- 
fiillt. Die Ansatze wurden vorsichtig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U HeLa-Kernextrakt in einem 
Volumen von 4 \i\ zugegeben und fur 60 Minuten bei SO^'C inkubiert. Die Reaktion wurde durcin Zugabe von 87,5 \i\ 
auf 30*'C envarmten Stopp-Mix beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die Ansatze mit 100 \i\ Phenol/Chloro- 
fonWIsoamylalkohol (25:24:1 , vA^/v), gesattigt mit TE-Puffer, pH 5,0, versetzt und 1 Minute kraftig gemischt. Zur Pha- 

20 sentrennung wurde etwa 1 Minute bel 12000 rpm zentrifuglert und die obere Phase in ein neues ReaktionsgefaB 
Ciborfuhrt. Zu jedem Ansatz wurden 250 ^.1 Ethanol zugegeben. Die Ansatze wurden gut gemischt und fur mindestens 
15 Minuten auf Trockeneis/Methanol inkubiert. Zur Prazipitation der RNA wurden die Ansatze 20 Minuten bei 12000 
rpm und 4''C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten im Vakuum getrocknet und 
In 10 |xl H2O resuspendiert. Zu jedem Ansatz wurden 10 nl denaturierender Probenpuffer zugegeben. Die Trennung 

25 des freien GTP vom entstandenen Transkript erfolgte mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf 
eInem 8%igen Gel mit 7 M Harnstoff. Die bel der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA-TranskrIpte In 
denaturierendem Probenpuffer wurden fur 10 Minuten auf 90^C erhltzt und 10 |il davon sofort In die frisch gespiilten 
Probentaschen aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA. Die Menge der bel der Transkription gebildeten 
radloaktiven ssRNA wurde nach der Elektrophorese mit Hllfe eInes /nsranr/ma^er an alyslert. 

30 [0037] Fl g. 3 zeigt die mittels des Instant Imagers dargestelite radloaktlve RNA aus eInem repr^sentatlven Tests. Es 
wurden aus folgenden Transkriptlonsansatzen gewonne Proben aufgetragen: 

Spur 1 : ohne Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 2: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
35 Spur 3: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 jig dsRNA-YFP; 

Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA, 1,5 jig dsRNA-YFP; 

Spur 5: 50 ng Matrizen-DNA, 3 p,g dsRNA-YFP; 

Spur 6: 50 ng Matrizen-DNA, 5 ^tg dsRNA-YFP; 

Spur 7: ohne Matrizen-DNA, 1 ,5 dsRNA-YFP; 
40 Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 9: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 \ig dsRNA-CMVS; 

Spur 10: 50 ng Matrizen-DNA, 1.5 ^ig dsRNA-CMV5; 

Spur 1 1 : 50 ng Matrizen-DNA. 3 jxg dsRNA-CMV5; 

Spur 1 2: 50 ng Matrizen-DNA, 5 \ig dsRNA-CMVS; 

45 

[0038] Es zelgte sich eine deutllche Ven-lngerung der Menge an Transkript In Gegenwart von sequenzhomologer 
dsRNA Im Vergleich zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen mit nicht-sequenzhomologer dsR- 
NA-YFP. Die Positrvkontrolle in Spur 2 zelgt, daB bel der in v/froTranskrIption mit HeLa-Kernextrakt radloaktlves Tran- 
skript gebltdet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mit den Transkriptlonsansatzen, die in Gegenwart von dsRNA 

so Inkubiert worden waren. Die Spuren 3 bis Szeigen, daB die Zugabe von nicht-sequenzspezifischer dsRNA-YFP keinen 
EinfluB auf die Menge des gebildeten Transkripts hat. Die Spuren 9 bis 12 zeigen, daB die Zugabe einer zwischen 1 ,5 
und 3 ng liegenden Menge sequenzspeziflscher dsRNA-CMVS zu einer Abnahme der gebildeten Transkript-Menge 
fiihrt. Um auszuschliefBen, daB die beobachteten Effekte nicht auf der dsRNA, sondern auf einer mogllchenft^eise bei 
der Herstellung der dsRNA unabsichtlich mitgefuhrten Kontamination beruhen, wurde eine weitere Kontrolle durchge- 

55 fiihrt. Einzelstrang-RNA wurde wie oben beschrleben transkribiert und anschlieBend der RNase-Behandlung unterzo- 
gen. Mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese konnte gezeigtwerden, daB diessRNA vollstandig abgebaut wor- 
den war. Dieser Ansatz wurde wIe die Hybridlsierungsansatze einer Phenolextraktion und einer Ethan olfallung unter- 
zogen und anschlieBend in TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine Probe erhalten, die keine RNA 
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enthieft, aber mit den glelchen Enzymen und Puffem behandelt worden war wie die dsRNA. Spur 8 zeigt, da3 der 
Zusatz dieser Probe keinen EinfluB auf die Transkription hatte. Die Abnahme des Transkripts bei Zugabe sequenz- 
spezifischer dsRNA kann deshalb eindeutig derdsRNA selbst zugeschrieben werden. Die Reduzierung der Trans kript- 
Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA bei einenn menschlichen Transkriptionssystem zeigt eine Hemmung der 
5 Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartlgen, durcli die dsRNA bedingten lAecha- 
nlsmus zuruckzufuhren. 

Ausfahrungsbeisplel 2: 

10 [0039] Als Testsystem fur diese in wVo-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinie NIH3T3, ATCC CRL- 
1658. Mit Hllfe der IS^Ikroinjektion wurde das YFP-Gen In die Zellkeme eingebraclit. Die Expression des YFP wurde 
unter dem EInfluB gleichzeitig mittransfizierter sequenzhomologer dsRNA untersucht. Diese dsRNA-YFP ist iiber eine 
Lange von 315 bp zum 5'-Bereich des YFP-Gens homolog. Die Nukleotidsequenz eines Strangs der dsRNA-YFP ist 
in Sequenzprotokoll.Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfoigte 3 Stunden nach 

« injektion anhand der grun-geiben Fluoreszenz des geblideten YFP. 

Konstruktton des Matrlzenplasmids und Herstellung der dsRNA: 

[0040] Als Matrize fur die Herstellung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP6-//J vffra-TranskrIptlon wurde ein Plasmid 
so nach dem gleichen Prinzip wie im Ausfuhrungsbeispiel 1 besclirieben konstruiert. Das gewunschte Genfragment wurde 
unter Verwendung des Primers Eco_T7_YFP gemalB Sequenzprotokoll Nr. 6 und ea/77_SP6_YFP gemaB Sequenz- 
protokoll Nr. 7 mittels PGR ampllfiziert und analog zu der obigen Besclireibung zur Herstellung der dsRNA verwendet. 
Die erhaltene dsRNA-YFP ist identisch mit der in Ausfuhrungsbeispiel 1 als nicht-sequenzspezifische Kontrolle ver- 
wendeten dsRNA. 

25 [0041] Es wurde eine am 3'-Ende der RNA gema3 Sequenzprotokoll Nr. 8 uber eine C18-Linkergruppe chemisch 
mit dem 5'-Ende der komplementaren RNA verknupfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu wurden mit Disulfid-BrOk- 
ken modifizierte Synthone verwendet. Das S'-terminale Synthon ist uber den 3'-Kohlenstoff mit einer aliphatischen 
Linker-Gruppe iiber eine Disulfidbrucke an den festen Trager gebunden. Bei dem zum 3'-terminalen Synthon des einen 
Oligoribonukleotids komplementaren 5'-terminalen Synthon des komplementaren Oligoribonukleotids ist die 5'-Trityl- 

30 schutzgruppe iiber einen weiteren aliphatischen Linker und eine Disulf idbriicke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzelstrange, Entfernen der Schutzgruppen und Hybridisierung der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen 
die entstehenden Thiolgruppen in raumliche Nachbarschaft zueinander. Durch Oxidation werden die Einzelstrange 
iiber ihre aliphatischen Linker und eine Disulf idbriicke miteinanderverkniipft. AnschlieBend erfolgt Relnigung mit Hllfe 
derHPLC. 

35 

Vorbereitung der Zellkulturen: 

[0042] Die Zellen wurden In DMEM mit 4.5 g/l Glucose. 10 % fotalem RInderserum unter 7,5 % COg-Atmosphare 
bei 37°C In Kulturschalen inkubiert und vor Erreichen der Konfluenz passaglert. Das Abldsen der Zellen erfoigte mit 
40 Trypsin/EDTA. Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischalen QberfQhrt und bis zu Bildung von 
Mikrokolonien welter inkubiert. 

Mikroinjektion: 

45 [0043] Die Kulturschalen wurde zur Mikroinjektion fiirca. 10 Minuten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 
ca. 50 Zellkerne pro Ansatz innerhalb eines markieiten Bereichs unter Verwendung des Mikroinjektionssystems AIS 
der Firma Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland einzein injiziert. AnschlieBend wurden die Zellen weitere drei Stunden 
inkubiert. Fur die Mikroinjektion wurden Borosilikat-Glaskapillaren der FIrma Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Deutschland 
mit einem Spitzendurchmesser unter 0,5 \im vorbereitet. Die Mikroinjektion wurde mit einem Mikromanipulator der 

so Firma Narishige Scientific Instrument Lab.. Tokyo, Japan durchgefiihrt. Die Injektbnsdauerbetrug 0,8 Sekunden, der 
Druck ca. 1 00 hPa. Fur die Transfektion wurde das Plasmid pCDNA-YFP verwendet. das ein ca. 800 bp groBes BarrHU 
EcoRI-Fragment mit dem Gen des YFP im Vektor pcDNA3 enthSlt. Die In die Zellkerne injizierten Proben enthielten 
0,01 ^ig/)il pCDNA-YFP sowie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot in 14mM NaCI, 3 mM KOI, 10 mM KPO4, pH 
7,5, Zusatzllch wurden ca. 100 pi RNA mit einer Konzentration von 1 |xM, bzw. 375|j.M im Fall der L-ds RNA, zugegeben. 

55 [0044] Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der Anregungswellenlange von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFR 
488 nm, mittels eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Einzelne Zellen wurden mittels einer digitalen Kamera do- 
kumentiert. Die FIguren 4 a - e zeigen das Ergebnis fiir NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezeigten Zellen ist sen- 
se-YFP-ssRNA, In Fig. 4 b a/ifeerjse-YFP-ssRNA, in Fig. 4 c dsRNA-YFP. in Fig. 4 d kelne RNA und in Fig. 4 e L- 
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dsRNA injiziert worden. 

[0045] Das jeweils linke Feld zeigt die Fluoreszenz von Zellen, die mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
Fluoreszenz derselben Zellen be! Anregung mit 488 nm zu sehen. DieTexas-Rot-Fluoreszenz aller dargestellten Zellen 
zelgt, daB die Injektionslosung erfolgreich in die Zellkeme appliziert wurde und getroffene Zellen nach drei Stunden 

5 noch lebendig waren. Abgestorbene Zellen zeigten keine Texas-Rot- Fluoreszenz mehr. 

[0046] Die jeweils reohten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, daf3 die Expression des YFP bei Injektion der 
einzelstrangigen RNA in die Zellkeme nicht sichtbar Inhibiert wurde. Das rechte Feld der Fig. 4 c zeigt Zellen, deren 
YFP-Fluoreszenz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d zeigt als Kontrolle Zellen, in 
die keine RNA injiziert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injektion der L-dsRNA, die zum 

10 YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses Ergebnis 
belegt, daBauch kurzere dsRNAs zurspezifischen inhibition der Genexpression bei Saugern verwendet werden kon- 
nen, wenn die Doppelstrange durch chemische Verkniipfung der Einzelstrange stabilisiert werden. 
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SEQUEN2PR0T0K0LL 

<110> Alnyiam Europe AG 

<120> Oligoribonukleotid zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Gens 

<130> 453722EH 

<140> 
<141> 

<150>.199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 

<150> 199 56 568.6 
<151> 1999-11-24 

<160> 8 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

EcoRI-Schnittstelle , T7 -RNA-Polymerasepromotor 

<400> 1 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 

<210> 2 
<211> 50 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 
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<223> Beschreibung der kuastlichen Sequenz: 

BamHI-Schnittstelie/ SP6-RNA-Polymerasepromotor 

<400> 2 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50 



<210> 3 
<211> 340 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: RNA, die 

einer Sequenz aus der "positive control DNA" des 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 

<400> 3 

ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu uaaauugcua acgcagucag 60 
gcaccgugua ugaaaucuaa caaugcgcuc aucgucaucc ucggcaccgu cacccuggau 120 
gcuguaggca uaggcuuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 
uccgacagca ucgccaguca cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 24 0 
cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac gcgaucaugg 340 



<210> 4 
<211> 363 
40 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

^5 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA, die 

einer Sequenz aus der "positive control DNA" des 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro 
Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 



20 



25 



30 



50 



55 



<400> 4 

tcagatctct agaagcttta atgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 
gcaccgtgta tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
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gctgtaggca taggcttggt tatgccggta 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc 
gcttcgctac ttggagccac tatcgactac 
ate 



ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 130 
ctgctagcgc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
gaccgctttg gccgccgccc agtcctgctc 300 
gcgatcatgg cgaccacacc cgtcctgtgg 360 

3 63 



<210> 5 
<211> 315 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschrelbung der ktinstlichen Sequenz: Sequenz aus 
dem YFP-Gen 

<400> 5 

auggugagca agggcgagga gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ggcgacguaa acggccacaa guucagcgug uccggcgagg gcgagggcga ugccaccuac 120 
ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca cccugaccua cggcgugcag ugcuucagcc gcuaccccga ccacaugaag 240 
cagcacgacu ucuucaaguc cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccaucuuc 300 
uucaaggacg acggc 315 



<210> 6 

<211> 52 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschrelbung der kiinstlichen Sequenz: 

EcoRI-Schnitts telle, T7-RNA-Polymeraseproinotor, 
komplementarer Bereich zum YFP-Gen 

<400> 6 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 



<210> 7 
<211> 53 
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<212> DMA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: 

BamHI-Schnitts telle, SP6-RNA-Polymerasepromotor, 
komplementarer Bereich zuiti YFP-Gen 

<400> 7 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc ttgaagaaga tgg 53 

<210> 8 

<211> 21 

<212> RNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kanstlichen Sequenz: RNA, die 
einer Sequenz aus dern YFP-Gen entspricht 

<400> 8 

ucgagcugga cggcgacgua a 21 
PatentansprUche 

1. Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zurHemmung der Expression eines vorgegebenen Ziel- 
gens In Saugerzellen, wobei die dsRNA 15 bis 49 Basenpaare aufweist und ein Strang der dsRNA einen zum 
Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren, hoclistens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufwei- 
senden Bereich 1 aufweist und ein innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwel 
separaten RNA-Elnzelstrangen geblldet 1st. 

2. DsRNA nach Anspruch 1 , wobei die dsRNA 15 bis 21 Basenpaare aufweist. 

3. DsRNA nach einem der Anspruche 1 Oder 2, wobei die dsRNA 21 bis 49 Basenpaare aufweist. 

4. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA 21 Basenpaare aufweist. 

5. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahit 
ist: Onkogen, Cytokin-Gen, id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, PKR-Gen, Priongen. 

6. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der Bereich I vollstandig komplementSr zum Ztelgen 
ist. 

7. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA verpackt in miceliare Strukturen, vorzugs- 

weise in Liposomen, vorliegt. 

8. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in virale natiirliche Kapside Oder in auf 
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chemlschem oder enzymatischem Weg hergestellte kunstliche Kapside Oder davon abgeleitete Staikturen einge- 
sch lessen tst. 

9. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder VIroids ist. 

10. DsRNA nach Anspmch 9, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

11. DsRNA nach Anspruch 9, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 

12. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebil- 
det ist. 

13. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, um einem 
Abbau in den Saugerzellen oder einer Dissoziation in die Einzeistrange entgegenzuwirl<en. 

14. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
des l<omplement£Lren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische V9rl<nupfung/en 
erhoht ist. 

15. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verl<nupf ung durch eine Icovalente oder 
ionische Bindung, eine WasserstoffbriJcl<enbindung, hydrophobe Wechseiwirlcungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- Oder Stapelungswechselwirlcungen, oder durch Metali-ionenlcoordrnation gebiidetlst. 

16. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die chemische Verl<nupfung an mindestens einem, 
vorzugsweise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs li hergestellt ist. 

17. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder meh- 
rerer Verbindungsgruppen gebiidet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy- 
1 ,3-propandiol)- und/oder Polyethylengiycol-Ketten sind. 

18. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in den kompiemen- 
taren Bereichen II anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebiidet ist. 

19. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in die komplemen- 
taren Bereiche II eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebiidet ist. 

20. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebiidet ist. 

21. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur Herstellung derchemischen Verknupfung mlnde- 
stenes eine derfolgenden Gruppen benutzl wird: Methylenblau; bifunktlonelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlo- 
rethyl)-amin; N-acetyl-N'-(p-glyoxyi-benzoyl)-cystamin; 4-Thlouracil; Psoralen. 

22. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden des 
doppeistrangigen Bereichs vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebiidet ist. 

23. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung an den Enden des dop- 
peistrangigen Bereichs vorgesehene Tripelhelix-Blndungen sind. 

24. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Nukleotide der dsRNA modifiziert sind. 

25. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide 
der dsRNA In dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2'-Amino- oder 
eine 2'-IVIethylgruppe, ersetzt ist. 

26. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
des komplementaren Bereichs il ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-P, 4'-C-Methylen- 
brucke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 
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27. DsRMA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Vims stam- 
mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Huilprotein gebunden, damit assoziicrt oder 
davon umgeben 1st. 

28. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruclie, wobei das Huilprotein vonn Polyomavirus abgeleitet ist. 

29. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Huilprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyonnavirus enthalt. 

30. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei bei Bildung eines Kapslds oder kapsidartlgen Gebildes 
aus dem Huilprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartlgen Gebildes gewandt ist. 

31. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA zum primaren oder prozesslerten 
RNA-TranskrIpt des Zielgens komplementar ist. 

32. DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Saugerzellen menschliche Zellen sind. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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